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Tierartspezifischer und quantitativer Nachweis von ZNS-Gewebe in Fleisch 

und Fleischerzeugnissen 

20 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum tierarlspezifischen und quan- 
titativen Nachweis von ZNS-Gewebe in Fleisch und Fleischerzeugnissen der Her- 
a/ten Rind, Schaf und Ziege sowie der Tierart Sen we in mit einem Real Time-PCR- 
Verfahren unter Verwendung von saurer Qliafaserprotein (GFAP) messenger (m)- 
25 RNA . 
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Stand der Technik 



Sett dem Bekanntwerden erster Falle der Bovinen Spongiformen Encephalopathie 
(BSE) 1985 im Vereinigten Konigreich bei Milchkuhen sind circa 5 Mio. Rinder 
5 aufgrund einer bererts bestehenden Infektfon oder im Rahmen von praventiven 
MaBnahmen getotet worden. Der wirtschaftfiche Schaden belauft sich bislang al- 
lein innerhalb des Vereinigten Konigreiches auf uber $ 6 Millionen (SMITH, 2003), 



Die BSE-Erkrankung zahlt zum Formenkreis der Transmissiblen Spongiformen 
10 Encephalopathien (TSE), die durch fehlgefaltete EiweiBkorper, sog. Prionen 
(PrP* 5 ), beim Menschen sowie bei einer Viel2ahl von Saugetieren auftreten kon- 
nen. Es gibt mittlerweile keinen wissenschaftlichen Zweifel mehr daran, daB es 
sich bei der beim Menschen auftretenden neuen Variante der Creutzfeld Jakob 
Disease (vCJD), urn die humane Form der BSE handelt (COLLI NGE et aL, 1996; 
15 DEALLER, 1998). Trotz intensiver Forschung und erheblichen Anstrengungen 
sind nach derzeitigem wissenschaftlichen Kenntnisstand alle Formen der TSE- 
Erkrankungen nicht therapierbar und stets todlich verlaufend. Neben diesem, auf 
der ..International Prion Conference" im Oktober 2003 In Munchen gezogenen Fa- 
zlt kommt erschwerend hinzu, daB bislang keine diagnostischen Systeme zur Ver- 
20 fugung stehen, die die Detektion einer Infektion des Menschen oder der Tiere vor 
dem Auftreten Winisch apparenter Erkrankungen zuverlassig ermoglichen. Man ist 
nach wie vor auf die postmortale Diagnose zur Verifizierung einer Erkrankung die- 
ses Formenkreises angewiesen. 

25 Das kausative Agens, die pathomorphologische Form des Prionenproteins (PrP® 0 ) 
gilt als Ausloser einer Vielzahl weiterer beim Tier vorkommender TSE- 
Erkrankungen. Dabei handelt es sich z.B. urn die hauptsachlich bei Schafen auf- 
tretende Scrapie und die bei nordamerikanischen Hirscharten sowie Eldien en- 
demisch vorkommende Chronic Wasting Disease (CWD). Der epidemiologische 

30 Zusammenhang der einzefnen TSE-Formen unterernander und die nicht mehr 
auszuschlieBende Ubertragbarkeit auf den Menschen ist Gegenstand einer Viel- 
zahl gegenwartiger Untersuchungen. In diesem Zusammenhang soil darauf hin- 
gewiesen wertlen, daB in neuen Versuchsreihen die Ubertragbarkeit einer fur Ner- 
ze pathogenen PrP^-Variante auf das sog. humane Mausmodell mit dem Ergeb- 
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nis gezeigt werden konnte t daS bei den Tieren auch die konventionelle Form der 
CJD ausgelost wurde (SIGURDSON und MILLER, 1998; COLLINGE, 2003). Die 
pathogen etische Entwicklung der BSE schlieBt einen oraien Infektionsweg uber 
die Zunge ebenso ein f wie die PrP^-Replikation in bestimmten Organen, v. a. der 
5 Milz (LASMEZAS et al., 2003). Vor dem Hintergrund eines praventh/en Lebensmit- 
telsichertieitsmanagements ergibt sich trotz sinkender BSE-Fallzahlen in der Eu- 
ropaischen Gemeinschaft nach wie vor ein erheblicher und breit angelegter For- 
schungsbedart 

0 Die bislang effektivste Moglichkeit zum Schutz des Menschen vor der Ubertragung 
einer prionenbasierten, vom Tier ausgehenden Erkrankung (Zoonose) ist daher 
der Ausschluss der als hochinfektios einzustufenden entsprechenden tierischen 
Gewebe, dem sogenannten Spezifizierten Risikomaterial (SRM) aus der Lebens- 
mittelproduktion. In der Verordnung der Europaischen Gemeinschaft (EG) Nr. 

5 999/2001 in der Fassung vom 22. Mai 2001 mit Vorschriften zur Verhutung, Kon- 
trolle und Tiigung bestimmter transmissibler spongiformer Encephalopathies zu- 
Jetzt geandert durch die Verordnung (EG) Nr. 1 1 39/2003 der Kommission vom 27. 
Juni 2003 (ABI. L 160, Seite 22-32) mit Gultigkeit ab dem 1. Oktober 2003, sind 
folgende Gewebe als spezifiziertes Risikomaterial definiert: 

o Bei uber 12 Monate alten Rindem: Schadel ohne Unterkiefer, aber einschlieSlich 
Gehim und Augen, Wirtelsaule ohne Schwanzwirbel, Querfortsatze der Lenden- 
und Brustwirbel sowie Kreuzbeinflugel, aber einschlieBlich der Spinalganglien und 
des Ruckenmarks sowie Tonsillen, Darm von Duodenum bis Rektum und Mesen- 
terium von Rindem aller Alterskfassen. 

5 Bei Schafen und Ziegen, die uber 12 Monate alt sind bzw. bei denen ein bieiben- 
der Schneidezahn das Zahnfleisch durchbrochen hat Schadel, einschlieBlich Ge- 
hirn und Augen, Tonsillen und Ruckenmark sowie bei Schafen und Ziegen aller 
Alterskfassen Milz und Ileum. Aus der Auflistung wird ersichtlich, daB es sich bei 
dem SRM in erster Linie urn zentralnervoses Gewebe handelt. 

o 

Es ist weiterhin zu bedenken, daB die gewerbliche Vermarktung von Kopffleisch 
der Tierart Rind als Lebensmittel, aus primar okonomischen Erwagungen, seit 
dem 1 . Oktober 2003 wieder f reigegeben worden ist. Aufgrund der schlachttech- 
nologischen Herrichtung der Rindertierkorper besteht die Moglichkeit einer Kon- 
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tamination mit ZNS-Gewebe und damit die Gefahr einer Einschleppung in die 
menschliche Nahrungsmittelkette. Von den zustandigen BehSrden wird daher 
grundsatzlich bei der Zulassung von Betrieben zur Gewinnung von Kopffleisch die 
regelmaBige Kontrolle auf ZNS-Kontami nation zur Auflage gemacht und eingefor- 
5 dert. 

Die Entwicklung und zur Verfugungstellung von Verfahren zum schnellen und 
zweifelsfreien Nachweis von Risiko-Gewebe in der menschlichen, aber selbstver- 
standlrch auch tierischen Nahrungsmittelkette 1st daher zwingend geboten. Aus 
den fleischhygienerechtlichen Erfordemissen zur Entfernung und Beseitigung von 

10 TSE-Risikomaterial ergibt sich die tierartspezifische Ausrichtung solcher Nach- 
weissysteme. Gleichzeitig erscheint eine quantitative Erfassung von SRM wun- 
schenswert, um die Art einer Kontamination, so z.B. die geringgradige, auch als 
Verschleppungskontamination zu charakterisierende Verunreinigung, im Gegen- 
satz zu der vorsatzlichen Einarbeitung Oder fahrtassigen Kontamination von ZNS- 

1 5 Gewebe in das Lebensmittei abgrenzen zu konnen. Das Gehirn besitzt hervorra- 
gende emulgatorische Eigenschaften, und ist daher - vor dem Verbot - haufiger 
bei der Herstellung von bestimmten Reischprodukten (v. a. bruhwurstartiger Er- 
zeugnisse), im Vereinigten Konigreich insbesondere zur Produktion von n Beefbur- 
gern" technofogisch (bis zu 10% anteilig) genutzt worden. 

20 

In diesem Zusammenhang ist von Bedeutung, daB die Verarbeitung von Schwei- 
nehim fleischhygienerechtlich nicht untersagt ist, ebenso wenig wie die Verarbei- 
tung von Geflugelseparatorenfleisch. Dieses stammt uberwiegend von mecha- 
nisch separierten Putenwirbelsaulen mit entsprechender Kontamination durch das 

25 Ruckenmark. Allerdings wird in den Leitsatzen fur Fleisch und Fleischerzeugnisse 
- ohne explizite Angabe der Tierart - darauf hingewiesen, daB Hirn und Rucken- 
mark nicht in Reischerzeugnissen verarbeitet werden (LS fur Fleisch und Flei- 
scherzeugnisse, zuletzt geandert am 2.10.2001) (BAnz. Nr. 1 99 vom 24. 1 0. 2001 . 
GMBI Nr. 38 S. 754 ff vom 30. 10. 2001). Dieses wird in der Bundesrepublik in der 

30 industriellen Produktion sicherlich eingehalten; in registrierten, d. h. kleineren Be- 
Weben (z. B. Metzgereien, Direktvermarkter) ist dieses mdglicherweise nicht be- 
kannt Oder wird weniger stringent ausgelegt und gehandhabt In osteuropaischen 
Landem hingegen ist die Verarbeitung von Him jedoch regional noch weit verbrei- 
tet (EU-Twinning Projekt, Slowakei, 2000). 
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Bislang stehen ausschlieBiich tierartunspezifische und phanotypische Verfahren 
zum Nachweis von ZNS zur Verfugung (LUCKER et al. v 1997, 1998, 1999 und 
SCHMIDT et al„ 2001) Bei diesen Untersuchungen wurde vor altem die Eignung 
des sauren Gliafaserproteins (GFAP) als Marker fur den Nachweis von ZNS- 
5 Gewebe aus Lebensmitteln gepruft Auf diesem Marker basierende Westernblot- 
bzw. ELISA-Techniken (SCHMIDT et aL, 2001) ermoglichen allerdings weder eine' 
Spezies-spezifische Zuordnung noch die sichere Bereitstellung quantitativer Da- 
ten. 



1 0 Die diesbezuglichen Patentschriften DE 198 14 088 C 1 und DE 198 04 216 C 2 
beinhatten Verfahren zum Nachweis von zentralnervosem Gewebe in Erzeugnis- 
sen, insbesondere in Fleischerzeugnissen, sowie Testkits hierzu. Beide Patent- 
schriften nehmen Bezug auf die Moglichkeit einer quantitativen Nachweisfuhrung. 
Dabei handelt es sich allerdings ausschlieBiich urn phanotypische Verfahren. Die 

1 5 wesentlichen Nachteile der darin beschriebenen tierartunspezifischen Guantifizie- 
rung von ZNS-Gewebe sind: 

Es erfolgt eine rein visuelle Auswertung seitens der Versuchsdurchfuhrenden, 
d.h., dass die Signalstarke der untersuchten Probe mit der hausinterner Standards 
abgeglichen werden muss. Seitens des Laborpersonals wird somit ein hohes MaB 

20 an Einarbeitung in die entsprechende Methode vorausgesetzt Gleichzeitig weisen 
die verwendeten Marker aufgrund ihrer differerierenden Gewebespezifitat eine 
sehr unterschiedliche Eignung fur die Quantifizierung von ZNS-Gewebe in Ffeisch 
und Fleischerzeugnissen auf. Allen mit der Thematik Vertrauten ist bekannt, dass 
ein GFAP-Westernblot fur eine vergleichende visuelle Quantifizierung allenfalls 

25 nur bedingt geeignet ist Das ist vor allem durch das Auftreten verschiedener 
GFAP-Bandenmuster, mit dann auch noch variierender Intensitat der einzelnen 
Banden, bedingt, die sowohl innerhalb ein und desselben Versuchsansatzes als 
auch im Vergleich zum erforderlichen Referenzmaterlal in verschiedenen Ver- 
suchsansatzen deutlich voneinander abweichen konnen. 

30 

Die von LUCKER und BULTE, (1997) vorgesteJIte enzymatische Bestimmung des 
Cholesterolgehaltes muB als allenfalls bedingt geeignet angesehen werden, da 
hohe Cholesterolgehalte. z.B. in der Leber, zu falsch-positiven Signalen fuhren 
konnen. 
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Unabhangig von einer beabsichtigten Quantifizierung ist zu berucksichtigen, da6 
die Kombination mehrerer Markerprotetne erforderlich ist So ist z.B. die Verwen- 
dung der Neuronenspezifischen Enolase (NSE) lediglich als unspezifische Scree- 
ningreaktion zu werten. Die ZNS-Spezifitat des Ergebnisses muss in einer zweften 
5 Reaktion mittels GFAP bestatigt werden, wobei aber kein tierartspezifischer 
Nachweis moglich ist. 

Auch die vorhandene ELISA-Methode (SCHMIDT et al M 2001) bzw. in der Formu- 
lierung als RIDASCREEN® Risk Material, Enzymimmunoassay zur semiquantitati- 
1 0 ven Bestimmung von Risikomaterial (r-biopharm), Art. No.: R6701 erlaubt bislang 
keine sichere Quantifizierung. Die Festlegung benotigter Cutoff-Wert muss als 
unausgereift bezeichnet werden. Entsprechende Ergebnisse eigener Untersu- 
chungen belegen allenfalls eine grob orientierende Abschatzung . 



15 
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Aufgabe 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung 1st es, die beschriebenen Nachteile im Stand 
der Technik zu beheben und ein Verfahren zum Nachweis von ZNS-Gewebe in 
Fleisch und Fleischerzeugnissen bereitzustellen, das eine tierartspezif ische und 
5 quantitative Auswertung ermoglicht, einfach, sicher und auch erfolgreich mit hitze- 
behandeltem Fleisch und Fleischerzeugnissen durchfuhrbar ist. 

Losung der Aufgabe 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB geldst durch ein tierartspezifisches und 
0 quantitatives Verfahren zum Nachweis von ZNS-Gewebe in Reisch und Flei- 
scherzeugnissen mittefs saurer Gfiafaserprotein (GFAP)- messenger (m)-RNA, 
und einem entsprechenden Testkit zur Durchfuhrung des Verfahrens gemaS der 
Anspruche. 

5 Das erfindungsgemaBe Verfahren weist selektiv die Existenz von ZNS-Gewebe in 
Fleisch und Reischerzeugnissen aus den Tierarten Rind, Schaf und Ziege und 
alternativ auch aus der Tierart Schwein nach und es ermoglicht im gleichen Ver- 
fahrensgang die quantitative Auswertung durch die Real Time-PCR unter Erfas- 
sung von saurer Gliafaserprotein (GFAP)- messenger (m)-RNA. Der spezifische 

o Nachweis erfolgt auch in hitzebehandeltem Fleisch und Reischeizeugnissen. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren besteht im Einzelnen aus folgenden Schritten 

a) Auf bereitung des Proben materials und RNA-Extraktion 

b) Reverse Transkriptlon der RNA in cDNA 
5 c) Analyse der cDNA in der Real Time-PCR 

Das erfindungsgemaBe Verfahren stellt ein genotypisches Nachweisverfahren fur 
ZNS-Material dar. Es erlaubt die Detektion von kleinsten RNA-Spuren und weist 
damit selbst geringfugige ZNS-Kontaminationen in Risikomaterial und anderen 
o biologischen Proben nach. 

Erstmals ist eine tierartspezifische Zuordnung moglich, d.h. es wird dargestellt, ob 
das ZNS-Material von den Tierarten Rind, Schaf und Ziege oder vom Schwein 
stammt. Daruber hinaus erfolgt im gleichen Verfahrensschritt eine exakte Quanti- 
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fizierung der detektierten GFAP-cDNA- respektive GFAP-RNA-Gehalte der ge- 
nannten Tierarten. 

Insgesamt ermoglicht das Verfahren den quantitativen Nachweis und die tierart- 
spezifische Differenzierung von Verschleppungs- bzw. bewuBt Oder fahrlassig 
5 herbergefuhrten Einarbeitungen von sog. Risikomaterialien in das Lebensmittel 
auf schnelle und sichere Art und Weise. 

Im Vergleich zu den bekannten phanotypischen Verfahren, die ausschlieBlich tie- 
rartunspezifisch und auf Proteinbasis fungieren, erlaubt die Kombination aus Re- 

1 o verser Iranskriptase (RT)-PCR und der Real Time-Technologie unter Einsatz des 
TaqMan-Prinzips einen deutlich sensitiveren Verfahrensgang, mit dem bis zu 
0,01 % ZNS-Gewebe auch in hitzebehandelten, analytisch als besonders proble- 
matisch einzustufende Erzeugnissen p nachgewiesen werden. Die Nachweisgrenze 
des Real Time-PCR-Systems, die nach einer dem Fachmann gelaufigen Metho- 

1 5 den uber die Analyse dekadischer Verdunnungsreihen ermittelt wurde, liegt bei 
circa 1,0 x10" 12 g/PCR. 

Der wesentliche Vorteil der Real Time-PCR liegt im Vergleich zur konventionellen 
PCR in der urn den Faktor 30 hoheren Sensitivitat und der Moglichkeit zur direk- 
ten Quantifizierung. Dem Fachmann ist zudem ersichtllch, daS durch die zeitauf- 
20 losenden und parallelen Messungen die arbeits- und zeitintensive gel- 
elektrophoretische Auswertung nicht mehr notwendig ist. 

Unabhangig von der Probenmatrix und dem vorliegenden Prozessierungs- bzw. 
Erhitzungsgrad wird die zuverlassige Nach weisfuh rung in Verbindung mit der Pro- 
benaufbereitung in weniger als 8 Stunden Cone day result") erreicht 
25 Zusammen mit den optimierten und fur diese Anwendung in der beschriebenen 
Kombination neuartigen Probenaufbereitungsverfahren wird ein zuverlassiges und 
sicher arbeitendes Verfahren zur Verfugung gestellt, dessen DurchfOhaing und 
einfache Auswertung auch von weniger gut ausgebildetem Laborpersonal moglich 
ist 

30 

Das Grundprinzip des erfindungsgemaBen Verfahren ist die selektive Erfassung 
von cDNA. Methodische Basisvoraussetzung fur eine sichere Verfahrensdurchfuh- 
rung ist daher die Bereitstellung einer qualitativ und quantitativ hochwertigen 
cDNA-Probe, dies wird erfindungsgema6 durch ein Two-Step-Prinzip realisiert. 
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Daruber hinaus werden die Vorteile des Reverse-Transkriptase-Systems als das 
zur Zeit empfindlichste wissenschaftliche Verfahren zum RNA-Nachweis genutzt 
und durch die Verwendung von Random Hexameren eine sichere Transkription 
der gesamten isolierten RNA inklusive Sekundarstrukturreicher Regionen ermog- 
5 licht Besonders vorteilhaft ist die geringe Gr63e des mittels der Real-Time-PCR 

* * 

analysierten Genabschnrttes bzw. der cDNA-Region. Die mRNA-Zielregion ist 
uber mindestens 2 Jahre auch in erhitzten Reisch und Reischerzeugnissen stabil 
und damit sicher detektier- und quantifizierbar. 

Zusatzliche qualitatssichernde MaBnahmen, z.B. das Arbeiten im geschlossenen 
1 o System (d.h. Homogenisation und Lyse der RNA erfolgen in einem GefaB) und 
DNAse-Verdau sichem gegen evtl. DNA-Kontaminationen von Seiten der Proben- 
aufbereitung und der Umschreibung der RNA ab und verhindem mogliche Fehler- 
quellen, die durch das Laborpersonal bedingtsein konnen. 
Damit ist das neue Verfahren alien bisherigen Methoden eindeutig uberlegen. 

15 
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Ausfuhrungsbeispiele 



a) Aufbereitung des Probenmaterials und RNA-Extraktion 

5 Als Proben material i en, d.h. zu untersuchende Probe Oder Kontrollprobe werden 
beispielsweise Gehirn, Ruckenmark, Reisch und Fleischerzeugnisse teilweise mit 
hohem Fettsauregehalt eingesetzt. Aufgrund der Vielschichtigkeit der zu untersu- 
chenden Reisch und Reischerzeugnisse (z.B. Rohwurste, Bruhwurstkonserven 
Oder native Kopffleischproben) ist der Homogenisierungsschritt wichtig, der so op- 

1 o timiert ist, daB Kontaminationen verrnieden werden. 

Neben zahlreichen, dem Fachmann bekannten Standardverfahren zur Proben- 
aufbereitung in der Lebensmittelanalytik, wie der Verwendung der Schwingmuhle, 
des Elvehjem-Potters, des Ultra Turrax T25 (Fa. Janke & Kunkel, Staufen), wird 
vorzugsweise die besonders effiziente und zeitsparende Homogenisation mittels 

15 Fast-Prep-1 20 durchgefuhrt. Hier besteht der Homogenisationsschritt aus einer 
Kombination vertikaler Rotations- und horizontaler Auf- und Ab-Bewegungen. Da- 
durch sind Gerate dieser Art besonders gut geeignet, um den seitens der hetero- 
genen Probematrizes bestehenden Anforderungen gerecht zu werden. 

20 Da das Probenmaterial insbesondere bei enthaltenem ZNS-Gewebe einen be- 
sonders hohen Fettsauregehalt aufwerst, werden an die RNA-Extraktion besonde- 
re Anforderungen gestellt 

Die RNA-Extraktion erfolgt prinzipiell mit einer der bekannten Standard method en. . 
Diese sind dem Fachmann bekannt und in Laborstandardwerken, wie Sambrook, 
25 Fritsch, Maniatis, 1989, Molecular Cloning, CSH Laboratory Press, Cold Spring 
Harbour, NY. etc ausfuhrlich beschrieben. Hauptmerkmal ist die Guanidinthiocya- 
nat-Phenol gestutzte RNA-Extraktion. 

Vorzugsweise wird zur Gewinnung der gesamten zellularen RNA der RNeasy® 
30 Lipid Tissue mini Kit (Qiagen, Darmstadt) eingesetzt. Der wesentliche Vorteil die- 
ses Verfahrens besteht in der Vorschaltung einer Lyse und Extraktion auf Phenol- 
basis, der die zuverlasslge RNA-Extraktion aus Matrizes mit besonders hohem 
Fettsauregehalt gewahrleistet Gleichzeitig steht dem Anwender ein sicheres und 
einfach zu handhabendes Aufbereitungsverfahren zur Verfugung, das neben der 
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saulengestutzten RNA-Gewinnung die sichere Kontaminationsvermeidung ge- 
wahrleistet Ebenso entfallen weitere Arbeitschritte, die dem Fachmann gelaufig 
slnd und die Qualitat einer RNA-Praparation negativ beeinflussen konnen. Dazu 
gehoren vor allem die Herstellung der notwendigen Puffersubstanzen, das Hand- 
5 ling der aJs besonders empfindlich einzustufenden DNAse und die Vermeidung 
mdglicher Phenolkontaminationen. Letztere inhibieren die sich anschlieSende Re- 
verse Transkriptase (RT)-PCR. 

Andere bislang auf dem Markt erhaltliche Extraktionssysteme arbeiten auf Was- 
serbasis und sind daher nur wenig geeignet Sollten diese, wie auch andere kon- 

1 0 ventionelle Guanidinthiocyanat-Phenol-Extraktionen aiternativ Verwendung finden, 
so sind die Protokolle entsprechend zu modifizieren. So wird z.B. durch mehrmali- 
ges Passagieren der sich nach der Lyse des Probenmaterials bildenden Fettringe 
uber die Saule oder die Rxierung des Gewebes durch Zugabe von RNA- 
stabilisierenden Reagenzien wie z.B. RNA-Later (Fa. Qiagen, Hilden) vor dem 

1 5 Einsatz des Lysispuffers) eine Steigerung der RNA-Ausbeute erzielL 

Die Aufkonzentration der mRNA erfolgt aftemativ auch mit polyA-gestutzten Kit- 
systemen (z.B. Oligoresin^-Kit, Fa, Qiagen, Hilden). 



Beispielsweise erfolgt die Aufbereitung des Probenmaterials und die RNA- 

2 o Extraktion unter folgenden Bedingungen: 

1 ,0 ml Quiazol werden zu 50 mg zu untersuchender Probe hinzugefugt. Anschlie- 
8end wird das Gemisch fur den Gewebe- und ZellaufschluS in 2,0 ml Lysing Mat- 
rix D-Glastubes (Fa. Q BlOgen, Heidelberg) uberfuhrt. Die Lysing Matrix D- 
Glastubes sind mit im Durchmesser 1,4 mm groBen Keramikkugeln bestuckt und 

2 5 als solche Bestandteil des FastRNA® Pro Green Isolationssystems (Fa. Q biogen, 
Heidelberg), Die Homogenisation erfolgt mit Hilfe des Fast-Prep-120 (Fa. Q Bio- 
gene, Heidelberg) mit den Einstellungen: „Geschwindigkeitsstufe 6" und .^eitinter- 
vall 20 Sekunden" bei 4 Widerholungen. Das kurze Zeitintervall verhindert die 
Uberhitzung der Probe und damit eine Verringerung der RNA-Ausbeute. Daran 

30 anschlieBend werden 200 |i' Chloroform zugesetzt. Die waBrige und die organi- 
sche Phase werden durch Mikrozentrifugation bei +4°C fur 15 Minuten bei 
10.000 x g getrennt Nach der Zugabe des ersten Aliquots des Waschpuffers 
RW1 erfolgt ein enzymatischer Abbau der DNA mit DNase (Fa. Qiagen, Hilden). 
Dazu werden 80 pi der DNase-Gebrauchslosung auf die Saule gegeben. Der 
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DNase-Einsatz ist notwendig, da mit der Real Time-Technologie auch besonders 
geringe RNA-Konzentrationen erfaBt werden, deren Detektion durch vorhandene 
DANN gestort wird. Die weiteren Schritte erfolgen gemaB Protokoll des Herstel- 
lers. Das Elutionsvolurnen betragt 100 mI RNAse freies Wasser (Fa. Qiagen, Hil- 
5 den). Die Elutionspassage wird zweimal durchgefuhrt. 

b) Reverse Transkription der RNA in cDNA 

Die Urnschreibung der gesamten isolierten RNA wind unter Verwendung eines 
1 0 Two-Step-RT-PCR-Systems mit der Multiscribe^-Reverse Transkriptase und Ran- 
dom Hexameren durchgefuhrt. Dem Fachmann ist ersichtlich, daB dabei zunachst 
die Reverse Transkription vorgenommen wird und in einem weiteren, in separaten 
ReaktionsgefaBen stattfindenden, Schritt die Analyse mit der sp£ter erlauterten 
Real Time-PCR erfolgt Die zur Urnschreibung verwendeten Einzelkornponenten 
1 5 sind in Form eines Fertigkits als TaqMan® Reverse Transcription Reagents (Fa. 
Applied Biosystems, Darmstadt) erhaltlich. 

Im Folgenden werden die Mastermix- und Thermocyclerkonditionen wiedergege- 
ben. Dem Fachmann ist ersichtlich, da3 die zur Transkription eingesetzte RNA- 
Menge (in fur den Anwender variabel gewahlt werden kann. 

20 Die eingesetzten Komponenten gliedern sich wie folgt: 

RNAse freies Wasser: 38,5 \il t 10 x Reverse TYanskriptase (RT)-Puffer: 10,0 |il f 
25 mM (Magnesiumchiorid) MgCI 2 : 22 pi, 2'-Desoxyribonukleosid-5 'triphosphat 
(dNTP): 20,0 pi, Random Hexamere: 5,0 pi, RNAse Inhibitor: 2,0 pi, Multiscribe® 
Reverse Transkriptase (50 U/|il): 2,5 \x\. Als Transkriptionskontrolle wird jeweils ein 

25 RNA-AIiquot einer alteren und bereits erfolgreich umgeschriebenen RNA- 
Aufbereitung mitgefuhrt. 

Die Reverse Transkription wird beispielsweise in einem GeneAmp 9600- 
Thermocycfer der Fa. Applied Biosystems, Darmstadt, vorgenommen. Dazu wer- 
30 den die Proben bei 25 °C fur 10 Minuten und bei 48 °C fur 30 Minuten inkubiert. 
In Verbindung mit dem anschlieSenden Real Time-PCR- Analyseschritt handelt es 
sich um eine Two-Step-RT-PCR. 

Die vergleichende Qualitatskontrolle der RNA-Praparation und des Transkripti- 
onsprozesses erfolgt mittels UV-Spektroskopie durch Verwendung des Gerates 



WO 2005/061726 PCT/DE2004/002723 

15 

Beckman DU-600. Dazu werden jeweils 3 ill Probe 1 0Ofach in Wasser verdunnt 
Als Standard wird gegen die RNA-Transcription Reagents (Fa. Applied Brosys- 
tems, Darmstadt) gemessen. Zur Bestimmung der Qualrtat der cDNA- 
Aufbereitung wird der Quotient aus Absorption bei 260 nm und Absorption bei 280 
5 nm (E260/E280) gebildet 

Die ermittelten Egeo^ao-Werte im Bereich von 1 ,85-1 ,9 belegen dem Fachmann 
die qualitative Ausbeute der cDNA-Gewinnung und den sensitiven Verfahrens- 
gang des Two-Step-Prinzips. 

1 0 Dem Fachmann ist ersichtlich, daS ohne weitere erfinderische Leistungen alterna- 
tive Verfahren zur Reversen Transkription verwendet werden konnen, ohne den 
Schutzumfang der Anspruche zu verfassen. Dazu stehen eine Vielzahl von kom- 
merziell erhaltlichen Systeme zur Auswahl, beispielsweise Titan One Tube RT- 
PCR System, Titan One Tube RT-PCR Kit und C. therm. Polymerase One-Step 

1 5 RT-PCR System (alle Fa. Roche, Mannheim) 

Daruber hinaus ist es ebenso mdglich Modifikationen der Kitsysteme z.B. durch 
Ersetzen der Random Hexamere durch spezifische Primer Oder Oligo-(dT)-Primer 
durchzufuhren. 

20 

c) Analyse der cDNA des GFAP-Gens in der Real Time-PCR 

In der dem Fachmann zuganglichen wissenschaftlichen Literatur sind verschiede- 
ne Splicevarianten des GFAP-Gens beschrieben worden, die einen unterschiedli- 

25 chen Gewebetropismus und damit auch eine unterschiedliche Eignung fOr den 
selektiven ZNS-Nachweis aufweisen. Es ist allgemein zu berucksichtigen, dass 
eine wissenschaftliche Bewertung hinsichtlich des Vorkommens der GFAP- 
Varianten bei den fur die verschiedenen Formen der TSE-Erkrankung relevanten 
Tierspezies nicht existiert Umfassendes Sequenzmaterial liegt bislang nur fur den 

30 Menschen und die Tierarten Maus und Ratte vor. Die vorliegende Erfindung orien- 
tiert sich an der fur die Ratte beschriebenen delta-Form des GFAP-Gens, die aus 
9 Exons besteht und, das bestatigen die eigenen Ergebnisse mit dem sehr sensi- 
tiven Real Tlme-PCR-Verfahren, nahezu ausschlieSlich in ZNS- und Ruckenmark 
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vorherrscht Alternativ ist die Verwendung weitere Splicevarianten, etwa der epsi- 
lon-Auspragung moglich. 

Voraussetzung fur die Etablierung des Verfahrens fur den tierartspezifischen 
5 Nachweis von ZNS-Material aus Schaf und Ziege ist die Bereitstellung der Nukleo- 
tidsequenzen des GFAP-Gens von Schaf und Ziege und eiri vergleichendes A- 
lignment fur die Tierarten Schaf, Ziege, Schwein und Rind, da beides im Stand 
der Technik noch nicht bekannt ist 

Zwar gibt es Informationen auf Aminosaurebasis, diese sind aber Tierart- 
1 o unspezifisch und konnen zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens 
nicht verwendet werden. Daher ist es zunachst wichtig. umfangreiches Sequenz- 
material fur die Tierarten Rind, Schaf, Ziege und Schwein bereitzustellen und mit 
den bislang uber die Genbank zuganglichen Sequenzfragmenten zu vergleichen, 

1 5 Dies wird wie folgt durchgefuhrt: 

• Herstellung von Referenz-DNA der Tierarten Rind, Schaf, Ziege und Schwein 

- Sequenzierung der GFAP-Gene der Tierarten Rind, Schaf, Ziege und Schwein 

- Analyse der GFAP-Sequenzen mittels Genstrukturbestimmung und Alignment 

20 Zur Herstellung von Referenz-DNA der Tierarten Rind, Schaf, Ziege und Schwein 
wird als Ausgangsmaterial genomische DNA aus quergestreifter Muskulatur ge- 
wonnen. Die DNA-Extraktion erfolgt nach bekannten DNA-Extraktionsverfahren 
beispielsweise unter Verwendung des Dneasy® Tissue Kits (Fa, Qiagen, Hilden). 
Das Verfahren wird nach Herstellerangaben durchgefuhrt. 

25 Das Vorliegen einer intakten DNA-Praparation wird durch PCR-Uberprufung mit- 
tels universeller Primer beispielsweise fur das Cytochrome B-Gen, kontrolliert Die 
Lagerung der Referenz-DNA erfolgt bei -20°C. 

Fur die Sequenzierung der GFAP-Gene der Wiederkauer-Tierarten Rind, Schaf, 
30 Ziege und der Tierart Schwein werden, nach dem Fachmann bekannten Verfah- 
ren, geeignete Sequenzierungsprimer verwendet und die Sequenzierung bei- 
spielsweise mit dem MegaBACE 1000 DNA Sequencing System (Fa. Amersham 
Pharmacia Biotech) nach Herstellervorgaben durchgefuhrt 
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Die Bearbeitung der Rohdaten erfolgt via Chromas (School of Bomolecular and 
Biomedical Science and Technology, Griffith University, Brisbane, Queensland, 
Australia) und anschlieBender Datenkonvertierung mit dem Softwarepaket DNA- 
Star (Fa. Lasergene®). Zur Festlegung der Exon- und Intron-Grenzen wird zusatz- 

■ 

lich zur cDNA-Analyse und den genannten Computerprogrammen auf verschie- 
dene tnternetdatenbanken (beispielsweise BLAST der NCBI-Gendatenbank) zu- 
ruc kg eg riff en. 



10 



1 5 



Der Vergleich der Sequenzen in der GFAP-Sequenzanalyse 1st in Figur 1 schema- 
tisch dargesteltt Dazu zeigt Figur 1 das Alignment der GFAP-Untereinheiten der 
Tierarten Rind (Bos taurus), Schaf (Ovis aries), Ziege (Caprae hircus) und 
Schwein (Sus scrofa) und die Legalisation der verwendeten Primer und der Taq- 
Man m gb-Sonde. Der Ausschnitt zeigt die fur das Primer- und Sondendesign ge- 
wahlten Bereiche der aneinander grenzenden Exons 5 und 6. Dabei ist grundsatz- 
lich die hohe Sequenzhomologie innerhalb der Wiederkauer Rind, Schaf und Zie- 
ge im Gegensatz zur Tierart Schwein deutlich erkennbar. 



20 



Rgur 1 zeigt a) die Primer- und Sondenkombination zur Detektion der Tierarten 
Rind, Schaf und Ziege: 



I 

a < 

I 



Junction zwischen Exon 5 und Exon 6 



RTGcowM56F2a 



25 *■ 



■ -f. RTGcowM56R2a 



b) die Primer- und Sondenkombination zur Detektion der Tierart Schwein: 



30 Vorwartsprimer 
primer 



TaqMan mba -Sonde „Opti R" 



Ruckwarts- 



I 
I 



RTGpigM56F2 



J 



RTGpigM5BR2 



I 

I 
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Die GFAP-Gensequenz des Rindes (Bos taurus, Guertler et al., 2003) ist unter der 
Genbankzugriffsnummer AY 174179, die GFAP-Gensequenz des Schweines (Sus 
scrofa, Yu et al., 2001) unter AF 250778 in der NCBI-Genbank einsehbar. 
s Aus dem Sequenzvergleich wird ersichtiich, da6 die gewahlten Oligonukleotide 
entsprechend den dem Fachmann gelaufigen Regeln zur Auswahl von PCR- 
Primern im untersuchten Sequenzabschnitt optimal positioniert sind, um eine se- 
iektive Erfassung der GFAP-Gensequenzen der Tierarten Rind, Schaf und Ziege 
(?/ ".7 A *C.V.l ) 211 gewahrleisten. 
1 0 Analog dazu wurde ein weiteres Primerpaar so gewahlt, da6 selektiv die GFAP- 
Gensequenz der Tierart Schwein ( ^ ~ v amplifiziert wird. 

Das Design der die Exon-Exon-Grenze uberspannenden TaqMan mg b-Sonde 

(' Q entspricht den Vorgaben, d.h., dass die Junction genau in die Mitte der 

1 5 Sonde gelegt wird, Temperatur und G:C-Verhaltnis optimal auf die entwickelten 
Primer abgestimmt sind. Die Positionierung der Sonde gewahrleistet die selektive 
Amplifikation von cDNA. Das AmplifikatgroBen (fur Rind, Schaf und Ziege circa 80 
Basenpaare, fur Schwein circa 60 Basenpaare) sind optimal fur die Erfordernisse 
der Real Time-Tech nologie, fur die nach wissenschaftlichen und technischen Sta- 

20 tuten eine ProduktgroBe von 50 bis 150 Basenpaaren gefordert wird. Die geringe 
ProduktgroBe ist eine wesentliche Voraussetzung fur die Gehwahrleistung der ho- 
he Sensitivitat und Spezifitat, das schliefit zudem die positive Nachweisfuhrung 
auch nach 2-jahriger Lagerungsdauer von hitzebehandelten Proben mit ein. 

25 Aufgrund des Datenmaterials in diesem Umfang und unter Einbeziehung der ge- 
nannten Spezies ist es erstmals moglich, die Tierartspezifitat des GFAP-Gens 
darzustellen. Dabei wird vorzugsweise der Genabschnitt Exon 5 und Exon 6 des 
GFAP-Gens verwendet, um Spezies-spezifische Primer zu generieren. Ebenso 
wird eine die Grenze zwischen Exon 5 und Exon 6 uberspannende TaqMan mgb - 

3 0 Sonde entwickelt 

Mit der Bereitstellung der GFAP-Nukleotidsequenzen fur die Tierarten Schaf und 
Ziege sind die Voraussetzungen fur die selektive tierartspezifische Erfassung von 
cDNA der Wiederkauer-Tierarten Rind, Schaf, Ziege auf der einen und der Tierart 
Schwein auf der anderen Seite vorhanden. 
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Altemativ kann konnen zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens 
auch andere Exons beispielsweise Exon 1 , 2, 3, 4 und 7, 8 und 9 wie auch die 
Regionen der unterschiedlichen Splicevarianten, z.B. Exon 7a der epsilon- 
5 Auspragung des GFAP-Gens, verwendet werden, die Herstellung der entspre- 
chenden Primer ist dem Fachmann gelaufig und ohne weitere erfinderische Leis- 
tungen leicht moglich. Ebenfalls wird das erfindungsgemaBe Verfahren auf den 
Nachweis von ZNS-Material von Wiederkauer-Tierarten generell, auch auf die 
Wildwiederkauer angewandt, da diese eine ahnliche Nukleotidsequenz des 

1 o GFAP-Gens aufweisen. Bei entsprechender Kenntnis der Nukleotidsequenz des 
GFAP-Gens von anderen Wirbeltieren, beispielsweise der Equiden, wie Pferd und 
Esel oder Geflugel, beispielsweise Huhn ( Pute und Ente, wie auch der weiteren 
Saugetiere, wie Nerz oder Hund und Katze, ist die Herstellung der entsprechen- 
den Primer und die Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahren dem Fach- 

i 5 mann ersichtlich. 

Jn einem bevorzugten Ausfuhrungsbeispiel wird das Verfahren so durchgefuhrt, 
daB zum einen der spezifische Nachweis fur ZNS-Material der Wiederkauer- 
Tierarten Rind, Schaf und Ziege und zum anderen fur die Tierart Schwein erfolgt. 

20 

Auf Basis der Nukleotidsequenzen des GFAP-Gens der Wiederkauer-Tierarten 
Rind, Schaf und Ziege werden Primer- und TaqMan mgb -Sondensequenzen vor- 
zugsweise unter Nutzung von Exon 5 und Exon 6 entwickelt. 
Das erfindungsgemaBe Verfahren wird dadurch so durchgefOhrt, daB der spezifi- 
25 sche Nachweis fur ZNS-Material der Tierarten Rind, Schaf und Ziege erfolgt. 

Die Sequenzen der erfindungsgemaBen Primer zur Analyse der cDNA in der Reaf 
Time- PCR und die der TaqMan mgb -Sonde setzen sich aus folgenden Nukleinsau- 
resequenzen zusammen: 



30 
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M » r • — 1 ... 

' ! : - 

Nomenklatur der. • . " . . 

» « 


Nukleotidsequenz . . ._ 

. - 


Baaen- 
anzahl 


Vorwartsprimer 


RTGcowM56F2a 


5'-ACC TGC QAC CTG GAG TCC T-3' 


19 


Ruckwartsprimer 


RTGcowM56R2a 


5'-CTC GCG CAT CTG CCG-3* 


15 


TaqMann^b-Sonde 


OptiR 


6-FAM-ACT CGT TCG TGC CGC GC-MGB 


17 



Auf Basis der Nukleotidsequenzen des GFAP-Gens der Tierarten Schwein wer- 
den Primer- und TaqManmgtrSondensequenzen vorzugsweise unter Nutzung von 
Exon 5 und Exon 6entwickett. 
5 Das erfindungsgemaBe Verfahren wird dadurch so durchgefuhrt, daB der spezifi- 
sche Nachwefs fur ZNS-Material der Tierart Schwein erfolgt. 



Die Sequenzen der erfindungsgemaBen Primer zur Analyse der cDNA in der Real 
1 o Time- PGR und die der TaqMan mgb -Sonde setzen sich aus folgenden NuWeinsau- 
resequenzen zusammen: 



^^^^ 

" . «. - . . w 

Nomenklatur der 

• * 


Nukleotidsequenz 


Baseri- 
anzahl 


Vorwartsprimer 


RTGpigM56F2 


5 -GAC CTG CGA CGT GGA GTC CC-3' 


20 


Ruckwartsprimer 


RTGpigM56R2 


5 -TGG CGC TCC TCC TGC TCC -3' 


18 


TaqManmgb-Sonde 


OptiR 


6-FAM-ACT CGT TCG TGC CGC GC-MGB 


17 



Eriauterunaen zur Nomenklatur fur die Primer- und Sondenkombinationen: 

15 

TaqMan® ist ein eingetragenes Warenzeichen der Fa. Hoffman-La Roche. 

Die Bezeichnung mgb/MGB steht fur minor groove binder und bezeichnet eine 
dem Fachmann gelaufige Methode des Sondendesigns mit der eine hoher Bin- 
20 dungsaffinitat zur Zielregion und die Auswahl von Sonden mit einer kurzeren Ba- 
sensequenz ermoglicht wird. Dieses methodische Vorgehen hat sich fur die dar- 
gestellte Region als besonders vorteilhaft erwiesen. 
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FAM bezeichnet eine dem Fachmann gelaufige, fur die Fluoreszenzfarbstoffmar- 
kierung von Sonden gewahlte Substanz, die altemativ auch als Ruorescein be- 
zeichnet wird. Der Einsatz weiterer Flurophore entspricht dem technischen Stan- 
5 dard und 1st dem Fachmann gelaufig. 

Die erfindungsgemaSe TaqMan mflb -Sonde wird jeweifs altemativ mit einem der 
beiden Primerpaare eingesetzt. Der mittels dieser Primer- und Sondenkombinati- 
on zur VerfQgung stehende Real Time-PCR-Assay ist damit besonders zur tierart- 
1 0 spezifischen und quantitativen Erfassung von ZNS-Gewebe der Tierarten Rind, 
Schaf und Ziege bzw. Schwein geeignet Als Analysegerat wird das ABI 7000 Se- 
quence Detection System (Fa. Applied Biosystems, Darmstadt) genutzt. 

Es wird vorgeschlagen, die erfindungsgemaBen Primer altemativ mit einer Markie- 
1 5 rung (Fluoreszenz, Radioaktivitat und ahnliches) zu versehen und die Analyse 
durch Autoradiografie oder Chemilumineszenz durchzufuhren. 

Die erfindungsgemaBen Primer sind Nukleinsauremolekule, die an das GFAP- 
Gen binden bzw. mit ihm hybridisierenden. Abweichend von den angegebenen 

20 Nukleotidsequenzen umfasst dies deren Fragmente, Derivate und allelische Van- 
anten. Derivat bedeutet in diesem Zusammenhang, daB die Sequenzen dieser 
Primer sich an einer oder mehreren Positionen unterscheiden und einen hohen 
Grad an Homologie. Homologie meint dabei eine Sequenzidentitat von mindes- 
tens 40 %, insbesondere eine Identrtat von mindestens 60 % f vorzugsweise Giber 

25 80 % und besonders bevorzugt uber 90 %. Die Abweichungen zu den oben be- 
schriebenen Nukleinsauremolekulen konnen dabei durch Deletion, Substitution, 
und/oder Insertion entstanden sein. 

Fur den dem Fachmann gelaufigen Verfahrensschrttt der relativen Quantifizierung, 
30 wird cDNA aus dem ZNS-Gewebe- enthaltendem Probenmaterial, das zuvor nach 
dem beschriebenen ProzeB aufbereitet wird, als dekadische Verdunnungsreihe in 
der jeweiligen Real Time-PCR eingesetzt. 

Dabei wird die Konzentration der gewonnenen cDNA via UV-Spektroskopie be- 
stimmt AnschlieBend wird im Rahmen der Konfiguration des verwendeten Real 
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Time-Cyclers die dekadische Verdunnungsreihe als Standard definiert und die 
spektroskopisch ermittelten Werte manuell als Berechnungsgrundlage in die Be- 
dienungssoftware des Thermocyclers einzugeben. Der cDNA-Gehalt der zu unter- 
suchenden Proben wird als Relation zu den im gleichen PCR-Lauf mitgefuhrten 
> Standards ermitteit. 

Afternativ besteht die Moglichkeit, die diagnostische Empfindlichkeit durch das 
Verwenden einer absoluten Quantifizierung mittels sog. Housekeeping-Gene wei- 
ter zu steigem. 

t Folgende Mastermixkonditionen (50 nl-Ansatz) werden bevorzugt eingesetzt 



Komponenten fur den. 
Masterpnix ■ 

* 

» 


Versuchsansatz 

• • • m 

• • * 

1 x in ul 
je50|il . . . 


TaqMan Universal PCR 
Master Mix (2x) 


25,0 


MgCI 2 


0 


Primer 1 


1,5 


Primer 2 


1,5 


TagMan-Sonde 


2.5 


Aqua dest. 


14,5 


Template-DNA 


5,0 


Total volume 


50 M l 



Die verwendeten Reagenzfen sind als Komplettformulierung im TaqMan-Universal 
Mastermix (Fa. Applied Biosystems, Darmstadt) enthalten. 



Die Thermocvlcterkonditionen werden wie folgt gewahlt 

Initale UNG-lnkubation bei 50 °C fur 2 min, Aktivierung der AmpliTaq Gold Poly- 
merase (Fa. Applied Biosystems, Darmstadt) bei 95 °C. Als Analysezeitraum wer- 
den 40 Zyklen festgelegt, die eine Denaturierung bei 95 °C fur 15 S und eine An- 
nealingphase bei 60 °C fur 1 Minute umfassen. Generell erfolgt jede Messung im 
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Duplikatansatz. Die Datenauswertung, bestehend aus der Festlegung des Schwel- 
lenwertzyklusses (Ct-Wert) und der Bestimmung des quantitativen GFAP- 
Gehaltes [Einhelt: ng/|il] in der untersuchten Probe wird nach den dem Fachmann 
gelaufigen Methoden vorgenommen. 

5 

Die abschlieBende Auswertung der Ergebnisse erfolgt nach der dem Fachmann 
gelaufigen Vorgehensweise, die exemplarisch in der Figur 2 fur die Untersuchung 
roher und hitzebehandelter Fleischerzeugnisse dargestellt ist. Figur 2 zeigt die 
Darstellung der Nachweisgrenze des Real Time-PCR-Systems. 

1 0 Figur 3 und 4 zeigen die Tierartspezifische Nachweisf uhrung mit dem entwickelten 
Real Time-PCR-System. Rgur 3 zeigt die selektive Erfassung von GFAP cDNA 
der Tierart Rind, bei den nicht detektierten Tierarten handelt es sich urn Schwein, 
Pute, Huhn und Ente. Der dargestellte Ruoreszenzsignalveriauf gilt entsprechend 
fur die Tierarten Schaf und Ziege. Rgur 4 zeigt die selektive Erfassung von GFAP 

1 5 cDNA der Tierart Schwein. Der Untersucher erhalt als Ergebnis den prozentualen 
und lebensmittelrechtlich relevanten ZIMS-Gehalt des analysierten Reischerzeug- 
nisses. Dieser wird wie folgt ermittelt: 

1 . Dem Fachmann ist die Darstellungsweise der Signaldetektion als Amplification 
20 plot" gelaufig. Die Fluoreszenzsignalerfassung, bestimmt anhand des Schwel- 
lenwertzyklusses (CrWertes), die aquivalent zur Bildung.des erwunschten 
Amplffikates ist, setzt um so fruher ein, je hoher die GFAP- 
Ausgangskonzentration in der untersuchten Probe ist. 

Wie exemplarisch dargestellt, entspricht ein Schwellenwertzyklus von C t - 
25 Wertes von 32,4 bzw. 33,1 einem ZNS-Gehalt von 0,01 % Gehirngewebe in 
hitzebehandeiten Flefscherzeugnissen z.B. Halbkonserven, Dreiviertel- und 
Vollkonserven, ebenso wie fur rohe Fleischerzeugnisse. Dabei ist dem Fach- 
mann bekannt, dass es sich insbesondere bei Vollkonserven, die im Rahmen 
der Herstellung einen ErhitzungsprozeB bei 121°C durchlaufen, um Erzeugnis- 
30 se handeft, bei denen ein hohes MaB an Schadigung der zu detektierenden 
mRNA zu erwarten ist Die auSerst zuverlassige Nachweisrate des entwickelten 
Verfahrens auch be! dieser Produktgruppe ist als eindeutiger Vorteil im Ver- 
gleich zu den bislang existierenden Methoden anzusehen. Die untersuchten 
Proben werden jeweils im Doppelansatz analysiert Dabei ist dem Fachmann 
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ersichtlich, daB im niedrig konzentrierten mRNA-Bereich (hien 0,01 %) inner- 
hafb eines PCR-Ansatzes CrWertschwankungen von 0,2 bis 1,0 als verfah- 
rensbedingt zu werten sind. 

Anhand des .Amplification plots" ist deutlich zu erkennen, dass keine „falsch- 
5 positiven" Reaktionen innerhalb des O-Wertes, aiso der Probe, der kein Gehirn 
zugesetzt wird, erfolgen. Die setektive cDNA-Erfassung wird anhand der mitge- 
fuhrten DNA-Aufbereitung ersichtlich. In dieser Probe findet keine Reaktion 
statt. Dannit wird die Zuverlassigkeit des Real Time-PCR-Systems insbesondere 
unter Berucksichtigung der diagnostischen Qualitatssicherung sichergestellt. 

10 

Mit der erfindungsgemaSen Methodenkaskade ist es erstmals moglich, auch 
geringste Schwankungen bzw. Verringeaingen des GFAP-Gehaltes, wie sie et- 
wa durch die extreme Hitzebehandlung des Lebensmittels bei der Konserven- 
herstellung entstehen konnen, nachzuweisen. 

15 

2. Weiterhin werden die Daten in Form der dem Fachmann gelaufigen tabellari- 
schen Ubersicht der Untersuchungsergebnisse, die bei dem exemplarisch ver- 
wendeten Real Time-Cycler Abi PRISM® 7000 Sequence Detection System als 
.Analysis Report" zusammengefaBt werden und je nach verwendetem Gerate- 

20 typ analoge Bezeichnungen tragen, ausgegeben. Hier werden neben den Q- 
Werten auch die quantitativen Relationen im Vergleich zur mitgefuhrten Ver- 
dunnungsreihe mit der Einheit Nanogramm pro PCR-Reaktion [ng/PCR- 
Reaktion] aufgefuhrt, die folgende Interpretation gewahrleisten: Der Gehalt an 
GFAP-cDNA in ng/PCR-Ansatz in der untersuchten Probe entspricht dem einer 

25 Referenzprobe mit einem festgelegten prozentualen Anteil an Hirnzusatz! Dem 
Fachmann ist ersichtlich, dass alternate mit der Durchfuhrung einer absoluten 
Quantifizierung der GFAP-Gehalt als Anzahl der in der Probe detektierten Ko- 
pienzahl des Gens angegeben werden kann. 

30 Es ist hervorzuheben, da6 die elektronische Datenerfassung und Dokumentation 
den Vorgaben im Rahmen der diagnostischen Qualitatssicherung fur die moderne 
Laborpraxis entsprechen. 
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Eine Ausfuhrungsform der Erfindung betrifft einen einfach zu handhabenden Kit 
zum tierartspezrfischen und quantitativen Nachweis von ZNS-Gewebe in Fleisch 
und Reischerzeugnissen, mindestens enthaltend 

I. Materialien zur tierartspezifischen und quantitativen Analyse der GFAP cDNA. 
5 Materialien zum Nachweis der GFAP cDNA der Tierarten Rind, Schaf und Ziege 
fur Real Time-PCR TaqMan sind: Universal PCR Master, MgCfe, Primer 
RTGcowM56F2a 5-ACC TGC GAC CTG GAG TCC T-3', Primer 
RTGcowM56R2a 5'-CTC GCG CAT CTG CCG-3' und TaqManmgb-Sonde OptiR 
6-FAM-ACT CGT TCG TGC CGC GC-MGB. 
1 0 Materialien zum Nachweis der GFAP cDNA der Tierart Schwein sind: Universal 
PCR Master, MgCI 2 , Primer RTGpigM56F2 5'-GAC CTG CGA CGT GGA GTC 
CC-3', Primer RTGpigM56R2 5 -TGG CGC TCC TCC TGC TCC -3' und Taq- 
Man mgb -Sonde OptiR 6-FAM-ACT CGT TCG TGC CGC GC-MGB. 



1 5 Alternativ enthalt der Testkit zusatzlich 

II. Materialien zur RNA-Extraktion sowie geeignete Reaktionspuffer und/oder 

III. Materialien zur Reversen Transkription der extrahierten GFAP mRNA 
Beispielsweise RNAse freies Wasser, Reverse Jranskriptase (RT)-Puffer, MgCI 2 , 
2'-Desoxyribonukleosid-5'-triphosphat (dNTP, Random Hexamere, RNAse Inhibi- 

2 o tor, Reverse Transkriptase. Alternativ enthalt der Testkit eine Transkripti- 

onskontrolle in Form einer GFAP mRNA zur Uberwachung einer erfolgreichen 
Umschreibungsprozesses der isolierten GFAP mRNA in cDNA. 

Daruberhinaus enthalt der Testkit alternativ eine Positivkontrolle in Form der 
25 GFAP cDNA der Tierart Rind bzw. Schwein und eine Negativkontrolle in Form der 
GFAP cDNA der Tierart Rind bzw. Schwein. 

Bevorzugt enthalt der Testkit eine Interne Amplifikationskontrolle, sie dient zur 
Uberwachung des korrekten PCR-Analyseablaufes und schlieBt „falsch-negative"- 
Ergebnisse aus. 

30 Bevorzugt enthalt der Testkit Referenzproben zur Quantifizierung der untersuch- 
ten Testproben. Dem Fachmann ist gelaufig, dass dies einerseits die Voriage der 
bereits beschriebenen Verdunnungsreihe ist, sowie die Zugabe verschiedener 
Proben mit definiertem ZNS-Gehatt. Alternativ ist die Referenzprobe ein Refe- 
renzgens zur ab sol uteri Quantifizierung. 
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Der Testkit schlieSt die Formulierung als Einzeldetektionssystem ebenso ein, wie 
die Auslegung als Multiplex-PCR. 

5 Auf Grund der Lehre der vorliegenden Erfindung sowie auf Grund des allgemei- 
nen Fachwissens in diesem technischen Gebiet ist dem Hersteller des erfin- 
dungsgemaSen Kits bekannt, wie er die einzelnen Komponenten des Kits, z.B. die 
Puffer herstellt, formuliert und lagerL 
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Anspruche 

1. Verfahren zum tierartspezifischen und quantitativen Nachweis von ZNS- 
Gewebe in Reisch und Reischerzeugnissen, 
5 gekennzeichnet durch die Schritte 

a) Aufbereitung des Probenmaterials und RNA-Extraktion 

b) Reverse Transkription der RNA in cDNA 

c) Analyse der cDNA des GFAP-Gens in der Real Time-PCR 

1 0 2. Verfahren gemaB Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet daB es spezifisch fur 
die Tierarten Rind t Schaf, Ziege und Schwein ist 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet daB die Aufbereitung 
des Probenmaterials durch Homogenisation erfolgt, vorzugsweise aus einer 

1 5 Kombination vertikaler Rotations- und horizontaler Auf- und Ab- Bewegungen 

4. Verfahren gemaB der vorhergehenden Anspruche dadurch gekennzeichnet 
daB die RNA-Extraktion durch Lyse und Extraktion auf Phenolbasis erfolgt, so 
daB RNA auch aus Matrizes mit besonders hohem Fettsauregehalt extrahiert 

20 wird. 

5. Verfahren gemaB der vorhergehenden Anspruche dadurch gekennzeichnet 
daB die Real Time-PCR fur die Tierarten Rind, Schaf und Ziege durchgefuhrt 
wird mit 

2 5 Primer RTGcowM56F2a 5'-ACC TGC G AC CTG GAG TCC T-3' 
Primer RTGcowM56R2a 5 -CTC GCG CAT CTG CCG-3' 
TaqMan mgb -Sonde OptiR 6-FAM-ACT CGT TCG TGC CGC GC-MGB 



6. Verfahren gemaB Anspruch 5 dadurch gekennzeichnet daB Primer 
RTGcowM56F2a oder Primer RTGcowM56R2a mit der TaqMan mgb -Sonde Op- 
tiR venwendet wird. 
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7. Verfahren gemaB der vorhergehenden Anspruche dadurch gekennzeichnet 
daB die Real Time-PCR fur die Tierart Schwein mit folgenden Primem durch- 
gef uhrt wird 

Primer RTGpigM56F2 5'-GAC CTG CGA CGT GGA GTC CC-3' 
5 Primer RTGpigM56R2 5'TGG CGC TCC TCC TGC TCC -3' 

TaqManmtftrSonde OptiR 6-FAM-ACT CGT TCG TGC CGC GC-MGB 

8. Verfahren gemaB Anspruch 7 dadurch gekennzeichnet daB Primer RTG 
RTGpigM56F2 oder Primer RTG pigM56R2 mit der TaqMan m9b -Sonde OptiR 

1 0 verwendet wird. 

9. Verfahren gemaB der vorhergehenden Anspruche dadurch gekennzeichnet 
dass es fn Hitze-behandeltem Fleisch und Fleischerzeugnisse durchgefuhrt 
wind. 

15 

10-Verwendung des Verfahrens gemaB Anspruch 1 zum tierartspezifischen und 
quanlitativen Nachweis von ZNS-Gewebe in Reisch und Reischerzeugnissen. 

H.Testkft zum tierartspezifischen und quantitativen Nachweis von ZNS-Gewebe 
20 in Fleisch und Reischerzeugnissen, mindestens enthaltend Materialien zur 
tierartspezifischen und quantitativen Analyse der GFAP cDNA 

12. Testkit zum tierartspezifischen und qusintitativen Nachweis von ZNS-Gewebe 
in Reisch und Reischerzeugnissen, enthaltend Materialien zur RNA-Extraktion 

25 sowie geeignete Reaktionspuffer und /oder Materialien zur Reversen 
Transkription der extrahierten GFAP mRNA 

13. Testkit zum tierartspezifischen und quantitativen Nachweis von ZNS-Gewebe 
in Reisch und Reischerzeugnissen, gemaB Anspruch 12, dadurch gekenn- 

30 zeichnet dass die Materialien zur RNA-Extraktion RNAse freies Wasser, Re- 
verse Iranskriptase (RT)-Puffer, MgCI 2f 2'-Desoxyribonukleosid-5'-triphosphat 
(dNTP, Random Hexamere, RNAse Inhibitor und Reverse Transkriptase sind. 
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14. Testkit zum tierartspezifischen und quantitativen Nachweis von ZNS-Gewebe 
in Fleisch und Reischerzeugnissen, gemaB Anspruch 11 bis 1 3, dadurch ge- 
kennzeichnet dass eine Transkriptionskontrolfe in Form einer GFAP mRNA zur 
Oberwachung einer erfolgreichen Umschreibungsprozesses der isolierten 

5 GFAP mRNA in cDNA enthalten ist 

15. Testkit zum tierartspezifischen und quantitativen Nachweis von ZNS-Gewebe 
in Reisch und Reischerzeugnissen, gemaB Anspruch 1 1 bis 14 f dadurch ge- 
kennzeichnet dass die Materialien zur Reversen Transkription der extrahierten 

1 0 GFAP mRNA zum Nachweis der Tierarten Rind, Schaf und Ziege Universal 
PCR Master, MgCI 2 , Primer RTGcowM56F2a 5-ACC TGC GAC CTG 
GAG TCC T-3', Primer RTGcowM56R2a 5-CTC GCG CAT CTG CCG-3' 
und TaqMan mgb -Sonde OptiR 6-FAM-ACT CGT TCG TGC CGC GC-MGB sind. 

16. Testkit zum tierartspezifischen und quantitativen Nachweis von ZNS-Gewebe 
in Reisch und Fleischerzeugnissen, gemaB Anspruch 11-15, dadurch gekenn- 
zeichnet dass die Materialien zur Reversen Transkription der extrahierten 
GFAP mRNA zum Nachweis derTierart Schwein Universal PCR Master, 
MgCI 2 , Primer RTGpigM56F2 5'-GAC CTG CGA CGT GGA GTC CC-3\ Pri- 
mer RTGpigM56R2 5'-TGG CGC TCC TCC TGC TCC -3' und TaqManmg b - 
Sonde OptiR 6-FAM-ACT CGT TCG TGC CGC GC-MGB sind. 

17. Testkitzum tierartspezifischen und quantitativen Nachweis von ZNS-Gewebe 
in Fleisch und Reischerzeugnissen, gemaS Anspruch 11-16, dadurch gekenn- 

25 zeichnet dass er eine Positivkontrolle in Form der GFAP cDNA der Tierart Rind 
bzw. Schwein und eine Negativkontrolle in Form der GFAP cDNA der Tierart 
Rfnd bzw. Schwein, eine Interne Amplifikationskontrolle, sowie Referenzproben 
zur Quantifizierung der untersuchten Testproben enthalt. 

30 18.Testkit zum tierartspezifischen und quantitativen Nachweis von ZNS-Gewebe 
in Reisch und Reischerzeugnissen, gemaS Anspruch 11-17, dadurch gekenn- 
zeichnet dass die Referenzproben, Verdunnungsreihen, Proben mit definier- 
tem ZfslS-Gehalt und/oderein Referenzgen sind. 



1 5 



20 



35 
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SEQUENCE LISTXNG 

<110> TransMlT Gesellschaft fur Technologietransfer mbH 

<120> Tierartspezifischer und quantitativer Nachweis von ZNS~Gewebe in Fleisch 
und Flei scherzeugni ssen 

<130> An . 159/Bu/Sc/Ab 

<140> DE 10361489.3 

<141> 2003-12-23 

<160> 6 ^ 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> GFAP-gene Exon 5 and Exon 6 
<220> 

<221> vorwartsprimer RTGcowM56F2a 

<222> (1). -C19) 

<223> primer for determination BSE-riskmaterial from cow, sheep and goa 

<400> 1 

acctgcgacc tggagtcct 19 

<210> 2 

<211> 15 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
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<220> 

<223> GFAP-gene Exon 5 and Exon 6 
<220> 

<221> ROckwartsprimer RTGcowM56R2a 
<222> CD - - (15) 

<223> determination of BSE-riskmaterial from cow, goat and sheep 



<400> 2 

ctcgcgcatc tgccg 15 

<210> 3 

<211> 17 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> GFAP-gene Exon 5 and Exon 6 
<220> 

<221> TaqManmgb-Sonde OptiR 

<222> (I) . . (17) 

<223> Determination of BSE riskmaterial from cow, sheep and goat 



<400> 3 

actcgttcgt gccgcgc X7 

<210> 4 

<211> 20 

<212> ONA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> GFAP-gene Exon 5 and Exon 6 
<220> 

<221> Vorwartsp rimer RTGpi gM56F2 

<222> CD - - (20) 
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<223> Determination of BSE riskmaterial from pig 

<400> 4 

gacctgcgac gtggagtccc 20 

<210> 5 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> GFAP-gene Exon 5 and Exon 6 
<220> 

<221> Ruckwartsprimer RTGpi gMS6R2 

<222> CD . - (18) 

<223> Determination of BSE riskmaterial from pig 

<400> 5 

tggcgctcct cctgctcc 18 

<210> 6 

<211> 17 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> GFAP-gene Exon 5 and Exon 6 
<220> 

<221> OptiR TaqManmgb-Sonde 

<222> CD-.C17) 

<223> Determination of BSE riskmaterial from pig 



<400> 6 

actcgttcgt gccgcgc 



17 
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Fiqur 1 



I RTGpigM56F2 I : RTGcowM56F2a 



GCCTTGAC c\ GCGACCTGG 



41 

23 
34 
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G C 
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CTTGACCT 
CTTGACCTG 
C 1 I 5 A C [r] T G 




Junction Exon 5 und 6| 



TaqMan^gb-Sonde; 
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GFAPB . t»urusA¥l74179 

GrAPO.arijes 

GFAPC . hir cos 

GFAPS . wsrof oAF2507?8 



agtccctggagcg! 



RTGcowM56 



Iagca 
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Majority 



—I A... ~| 

C C C T G G A GVjJ GGCAGATGCGCGAGZCA 
TCCCTGGAG C iTVenflF'X'yVTC - W«fX'«*C A 
TCCCTGGAGCGGCAGATGCG CO A G C A 
TCCCTGGA g|I]g GCAGATGC G@G " A 



CGCGCGGGA GGC GGC GAGTTAC CA 




AGAGGAGCGC C A 
110 120 

A G A G G A jC 5 C| C C A GFAPB, tttUrusAYl74179 
AGAGGAGCGC CA GFAPO.oxxes 
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121 
103 
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87 



130 
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140 



G G A G G C & C 
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150 
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TGGCCCGG 




160 



"Oorlt, 1 RT6piaM56R2 I 



C GCGCGGGAGGCGGC GAGTTAC CAGGAGGCG CTGCCCCGG 
CGCGCGGGAGGCGGCGAGTTACCAGGAGGCGCTGGCCCGG 
C GCGCGGGAGGCGGC GAGTTAC CAGGA&GCGC TGGCCC GG 
CGCGCGGGAGG C[aJg CGAGTTACCAGGAGGCGCT G0C C C G G 
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